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(57) Abstract 

The invention concerns the use of gas-filled or liquid-filled microcapsules as ultrasonic contrasting agents to contrast re- 
gions of the body in which substantially no microcapsule movement is observed, the examination being carried out using colour 
Doppler sonography. 

(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von gas- oder flUssigkeitsgefflllten Mikrokapseln als Ultraschallkontrastmittel zur 
Kontrastierung von Korperregionen in denen im wesentlichen keine Bewegung der Mikrokapseln zu beobachten ist, wobei die 
Untersuchung mit der Farbdoppler-Sonographie durchgefiihrt wird. 
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Verwendung von Mikrokapseln als Kontrastmittel fur die 
Farbdoppler-Sonographie 

Die Patentanmeldung betrifft den in den Patentanspriichen gekennzeichneten 
Gegenstand, d.h. die Verwendung von Mikrokapseln zur Kontrastierung des 
retikuloendothelialen Systems, des Myocards und/oder des Gastrointestinaltrakts und 
anderen Korperhohlen mittels der Farbdoppler-Sonographie. 

Im Bereich der Ultraschall-Diagnostik werden je nach diagnostischer Fragestellung 
verschiedene Aufnahmetechniken, wie z. B. die M-Mode-, B-Mode-, CW-Doppler-, 
PW-Doppler- sowie die Farbdoppler-Technik verwendet. M- und B-Mode-Techniken 
basieren auf dem Prinzip, daB Ultraschallwellen im Megahertz-Bereich (oberhalb 2 
Mega-Hertz mit Wellenlangen zwischen 1 und 0,2 nm) an Grenzflachen von Medien 
mit unterschiedlicher akustischer Dichte reflektiert werden. Die dadurch entstehenden 
Echos werden veistarkt und sichtbar gemacht. Die Methode ist prinzipiell zur 
Darstellung veischiedener Organe aber auch zur Abbildung sich bewegender 
Strukturen, wiez.B. Herzklappen, geeignet. 

Im Gegensatz dazu werden die Dopplertechniken ausschlieBlich zur Untersuchung sich 
bewegender Strukturen, z. B. zur Quantifizierung der Geschwindigkeit von Blutflussen, 
verwendet. So basiert das Messprinzip dieser Techniken darauf, daB das im 
Ultraschallfeld an bewegten Korpern (z. B. rote Blutzelien) reflektierte Signal einen 
Frequenzshift (den sogenannten Doppler-Shift) erfahrt. Dieser Frequenzshift wird bei 
der Farbdopplersonographie in Farbsignale umgewandelt, so daB bewegte Strukturen 
farbig codiert, starre Strukturen jedoch als Grauwert abgebildet werden [R. Omoto 
(1987) Real-time two-dimensional Doppler echocardiography, 2nd edn. Lea & Febiger, 
Philadelphia]. 

Sowohl den Doppler-Techniken als auch den anderen bekannten Techniken wie z.B. B- 
und M-Mode ist gemein, daB die Kontrastierung und damit die diagnostische Aussage 
verbessert wird, wenn feine Gasblaschen an den Untersuchungsort gebracht werden 
(siehe Gramiak, Invest. Radiol 3 (1968) 356/366). 

Diese Gasblaschen konnen auf die verschiedenste Art und Weise hergestellt werden; 
z.B. durch Schutteln oder andere Agitation von physiologisch vertraglichen Losungen 
(EP 0 077 752; Roelandt, J. Ultrasound. Med. Biol. 8: 471-492, 1982). 
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In der EP 0 052 575 werden Gasblaschen eizeugt, indem eine feste kristalline Substanz, 
wie beispielsweise Galaktose, in einer Tragerflussigkeit suspendiert wird. Die 
Gasblaschen entstehen dabei aus in Hohlraumen eingeschlossenem, bzw. aus an der 
Kristalloberflache adsorbiertem Gas. 

Die EP 0 122 624 beschreibt ein ahnliches Kontrastmittel auf der Basis einer nicht 
grenzflachenaktiven Substanz wie z. B. Galaktose, der eine grenzflachenaktive 
Substanz wie z.B. Magnesiumstearat beigemengt wird, was zu einer Stabilisierung der 
Gasblaschen fuhrt. Damit wurde auch die Kontrastierung der linken Herzseite, sowie 
verschiedener Organe wie Leber, Milz und Niere im 2D-Echo-Bild oder im M-Mode- 
Echo-Bild moglich. 

Die DE 38 03 972 offenbart gas- bzw. flussigkeitsgefullte Mikrokapseln auf der Basis 
von bioabbaubaren Polymeren wie z.B. Polycyanacrylaten oder a-,P-,y- 
Hydroxycarbonsauren. 

Ahnliche Mikrokapseln werden in der Europaischen Patentanmeldung EP 0 441 468 
beschrieben. Im Gegensatz zu den in der DE 38 03 972 offenbarten Partikeln ist die 
Partikelhulle in diesem Falle aus Polyaldehyden aufgebaut. 

Die EP 0 224 934 und die US 4,276,885 beschreiben gasgefullte Mikrokapseln auf der 
Basis von Proteinen bzw. Albuminen (EP) bzw. auf der Basis von Gelatine (US). 
Den Partikeln der DE 38 03 972 und der EP 0 441 468 ist gemein, dafl sie ausreichend 
stabil und genugend klein (<10/m) sind, um kapillargangig zu sein und intrazellular im 
Retikulo-endothelialen System (wie z. B. Leber, Lymphknoten und Milz) 
aufgenommen zu werden. Jedoch ist die Kontrastierung bei Verwendung der B-Mode 
bzw. M-Mode-Technik nicht in alien Fallen zufriedenstellend, z.B. ist Abgrenzung von 
gesundem Gewebe (z. B. Leber, Milz, Lymphknoten) gegenuber Tumorgewebe, das nur 
wenige zum retikuloendothetialen System gehorenden Zellen enthalt oft nicht moglich. 

Daneben bereitet die Darstellung des Gastrointestinaltrakts sowie der Perfusion des 
Myocards Schwierigkeiten. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Kontrastierung der genannten Bereiche zu verbessern. 
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Es wurde nun festgestellt, daB bei Verabreichung bestimmter Ultraschall-Kontrastmittel 
iiberraschend auch in Korperzonen, in denen keine Partikelbewegung stattfindet, das 
heiBt im RES (Leber, Milz und Lymphknoten), im Gastrointestinaltrakt , sowie im 
Myocard, entgegen der theoretischen Voraussage auch bei Anwendung der 
herkommlichen Farbdoppler-Sonographie eine Kontrastierung zu erreichen ist. 

Unter "keiner Partikelbewegung" werden Bewegungsgeschwindigkeiten verstanden, die 
Null bzw. deutlich geringer sind als die bei Perfusion der BlutgefSBe auftretenden 
Stromungsgeschwindigkeiten. Solche Geschwindigkeiten werden als nicht ausreichend 
fur eine Erzeugung eines Farbdoppler-Signals angesehen. 

Somit bezieht sich die Erfindung auf die Verwendung von aus Mikrokapseln 
bestehenden Kontrastmitteln zur Kontrastierung von Korperregionen, in denen keine 
Bewegung der Mikrokapseln zu verzeichnen ist, wobei die Aufnahme dennoch mit der 
Farbdoppler-Technik erfolgt. 

Es war weiterhin uberraschend, daB die so erzielte Kontrastierung besser ist, als die mit 
den konventionellen Methoden (B-Mode, M-Mode) erreichbare. Dieses fuhrt zu einer 
deutlichen Verbesserung des diagnostischen Aussagewertes. 

So werden z. B. bei der Untersuchung von Lebergewebe mittels der Farbdoppler- 
Sonographie, nach intravenoserlnjektion des Kontrastmittels, Tumorareale (die be- 
kanntermaBen keine oder nur wenige zur Aufnahme der Partikel befahigten Zellen 
enthalten) in den gewohnten Grauwerten abgebildet, gesundes Gewebe hingegen 
uberraschenderweise farbig (siehe Abb. 1/rechte Bildhalfte). 
Ein Vergleichsphoto im B-Mode, das unter sonst identischen Bedingungen 
aufgenommen wurde, (siehe Abb. 1/linke Bildhalfte) bestatigt den deutlich verbesserten 
diagnostischen Aussagewett der Farbdoppler Aufnahme. Tumorbezirke sind nicht mehr 
von den gesunden Bereichen abzugenzen. 

Nach oraler Applikation ist eine Markierung des Magen-Kanals moglich, die z.B. eine 
Abgrenzung intestinaler Strukturen von anderen abdominellen Organen ermoglicht. 
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Die Darstellung des Gelenkspaltes gelingt nach Verabreichung des Kontrastmittels und 
unter Nutzung der Dopplertechniken ebenso wie die Abbildung derTuben und des 
Cavum Uteri. 

Geeignete Mikrokapseln bestehen in der Regel aus einer dunnwandigen Hulle, z. B. 
einem synthetischen bioabbaubaren polymeren Material und einem Kern, der aus einem 
Gas oder einer niedrig siedenden Flussigkeit besteht. 
Als geeignete Gase kommen z. B. Luft, Stickstoff, Sauerstoff, gasformige 
Kohlenwasserstoffe, Edelgase und Kohlendioxid in Frage. Als niedrig siedende 
Flussigkeiten eignen sich 1,1-Dichlorethylen, 2-Methyl-2-buten, 2-Methyl-l,3- 
Butadien, 2-Butin, 2-Methyl-l-Buten, Dibrom-difluormethan, Furan, 3-Methyl-l- 
Buten, Isopentan, Diethylether, 3,3-Dimethyl-l-Butin, Propylenoxid, Bromethan, 
Pentan, Cyclopentan, 2,3-Pentadien, Cyclopentan und deren Gemische. 
Als Hullmaterial eignet sich z. B. bioabbaubares synthetisches Material wie z. B. 
Polyaldehyde, die gewunschtenfalls zur Copolymerisation fahige Zusatze und/oder 
Crosslinker, gegebenenfalls Tenside oder Tensidgemische, Kopplungsagentien sowie 
gegebenenfalls fiber diese Kopplungsagenzienen gebundene Bio- oder Makromolekule 
enthalten, Polycyanacryiat oder Polyester von a-, 0- oder y-Hydroxycarbonsauren. 

Geeignete Hullmaterialien fur gasgefullte Mikrokapseln sind Gelatine oder Proteine wie 
z. B. teilweise denaturieites Albumin oderhumanes Serumalbumin. 

Die Form der Partikel kann beliebig geartet sein (z. B. spherisch, ellipsoid usw.), die 
Wandstarke der Partikel ist vorteilhafterweise so dunn wie moglich zu wahlen, 
vorzugsweise <200 nm. 

Die Partikelgrofie ist durch die jeweilige Anwendung limitiert, bei Untersuchungen des 
RES sowie des Myocards sollte sie zwischen 1 bis 10/im liegen, urn Kapillargangigkeit 
zu gewahrleisten, bei Untersuchungen von Korperhohlen sowie des 
Gastrointestinaltrakts sind auch Partikel bis zu einer GroBe von 100/an geeignet. 

Derartig erfindungsgemaB zu verwendende Mittel werden in den Patentschriften DE 38 
03 972, in der Europaischen Patentanmeldung 0 441 468, im Europaischen Patent 0 224 
934 sowie in der US-Patentschrift 4,276,885 beschrieben. 
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ErfindungsgemaB bevorzugt sind gasgefullte Mikrokapseln auf der Basis von 
Polycyanacrylaten. 

Ein neues bevoizugtes Heistellungsverfahren dieser Partikel besteht darin, daB 
monomeres Cyanacrylat in einer sauren, mit einem Gas oder Gasgemischen gesattigten, 
wassrigen Losung, die gegebenenfalls mindestens eine oberflachenaktive Substanz 
enthalt, mit einem Rotor-Stator-Mischer dispergiert wird, die nach 5 Minuten bis 3 
Stunden Dispergienrag erhaltenen Partikel abgetrennt werden, gegebenenfalls mit Was- 
ser gewaschen werden, anschliefiend in einem pharmazeutisch akzeptablen 
Suspensionsmedium aufgenommen und gefriergetrocknet werden, wobei die 
Suspension vorteilhafterweise wahrend des Einfrierens kraftig bewegt wird. 
Vorzugsweise wird als Cyanacrylat der Butylester, als Gas Luft, Stickstoff, Sauerstoff, 
Edelgase oder Kohlendioxid eingesetzt. Anstelle des Rotor-Stator-Mischers konnen 
auch vergleichbare Gerate (wie z.B. ein Dissolver-Ruhrer) verwendet werden, die ein 
kraftiges Dispergieren der Mischung erlauben. Als oberflachenaktive Substanz wird 
(werden) bevoizugt (eine) Substanz(en) aus der Gruppe Polysorbate, Octyl- oder 
Nonylphenole, Macrogol-glycerolester oder Cetomacrogole oder Poloxamere ®oder 
deren Gemische, verwendet. Der pH-Wert der wassrigen gasgesattigten Losung liegt 
vorzugsweise zwischen 1,8 und 4,5, zur Einstellung des pH-Wertes eignen sich 
insbesondere Salz- und Phosphorsaure. Die Abtrennung der Partikel erfolgt mittels 
Zentrifugation oder Flotation. Als Suspensionsmedium eignet sich Wasser fur 
Injektionszwecke gegebenenfalls mit einem Zusatz von Kochsalz und/oder Glucose 
und/oder Mannitol und/oder Lactose, das gegebenenfalls zusatzlich noch eine 
oberflachenaktive Substanz, wie z.B. aus der Gruppe der Polysorbate, Octyl- oder 
Nonylphenole, Macrogol-glycerolester oder Cetomacrogole oder Substanzen aus der 
Gruppe der Poloxamere ®oder deren Gemische und/oder einen mehrwertigen Alkohol 
enthalt. 

Ein neues bevorzugtes Hersteliungsverfahren von Partikeln auf der Basis von 
Polyestern besteht darin, daB ein Polyester einer a-,P- oder y - Hydroxycarbonsaure, 
gegebenenfalls gemeinsam mit einem wasser-dispergierbaren Emulgator, in einem 
gesundheitlich unbedenklichen Losungsmittel gelost wird und diese Losung unter 
Dispergierung mit einem Dissolver Ruhrer oder einem Schallstab zu einer gashaltigen 
Flussigkeit gegeben wird, die sofern der Emulgator nicht bereits gemeinsam mit dem 
Polyester zugesetzt wurde, einen wasser-dispergierbaren Emulgator enthalt, die nach 30 
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Minuten bis 2 Stunden Dispergierung erhaltenen Paitikel abgetrennt werden, gege- 
benenfalls mit Wasser gewaschen werden, anschlieBend in einem pharmazeutisch 
akzeptablen Suspensionsmedium aufgenommen und gefriergetrocknet werden. 
ErfindungsgemaB bevorzugt sind Polymere der Milchsaure oder der Glycolsaure sowie 
deren Mischpolymerisate. Als unbedenkliches Losungsmittel wird vorzugsweise 
erhitzter Ethylalkohol verwendet. Als gashaltige Flussigkeit wird vorzugsweise Wasser 
oder Glycerol 87 % verwendet, die bevorzugten Gase sind Luft, Stickstoff, Sauerstoff, 
Edelgase oder Kohlendioxid. Als wasserdispergierbarer Emulgator sind 
Phosphatidycholin oder Sucrose-Palmitat-Stearat 15 sowie deren Gemische zu nennen. 
Als pharmazeutisch akzeptables Suspensionsmedium eignen sich dieselben Medien wie 
im Falie derPartikel auf der Basis von Polycyanacrylat. 

Zur Erreichung der erfbrderlichen Konzentration von 10 5 -10 7 Partikel/cm 3 Target- 
Organ mussen die folgenden Partikelkonzentrationen verabreicht werden: 
10 8 -10 10 Partikel/kg Korpergewicht bei Untersuchungen des Gastrointestinaltrakts, 
10 7 -10 9 Partikel/kg Korpergewicht bei Untersuchungen des Lymphsystems, 
10 7 -10 9 Partikel/kg Korpergewicht bei Untersuchungen des RE-Systems und des 
Myocards. 

Die Konzentration des verabreichten Kontrastmittels kann hierbei im Bereich bis zu 
2xl0 10 Partikel/ml liegen. 

Unterschiedlich sind auch die Zeitraume, die im AnschluB an die Applikation bis zum 

Beginn der Untersuchung verstreichen mussen, urn das gewiinschte Ergebnis zu 

eizielen. ErfindungsgemaB bevorzugte Zeitintervalle sind: 

10 Sekunden bei Untersuchungen des Myocards, 

1-60 Minuten p.i. bei Untersuchungen des RE-Systems , 

5-10 Minuten p.i. bei Untersuchungen des Lymphsystems, 

5-60 Minuten bei Magen-Darm Untersuchungen. 

Im Falle von Korperhohlen und Blasenuntersuchungen kann mit der Untersuchung 
unmittelbar nach dem Einbringen des Kontrastmittels begonnen werden. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert: 
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Beispiel 1 

0,4 ml Cyanacrylsaurebutylester werden in 60 ml Salzsaure von pH 2,0 die 1 % 
Poloxamer 407 enthalt, mit einem Rotor-Stator-Mischer 5 Minuten lang dispergiert. Die 
Mikropartikel mit einer durchschnittlichen GroBe von 2 /mi werden abzentrifugiert und 
in 300 ml einer wassrigen Losung von 1 % Poloxamer und 5 % Glucose aufgenommen. 
Die Dichtebestimmung ergibt ein spezifisches Gewicht von 0,2 g/cm 3 . 

Beispiel 2 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei die Salzsaure einen pH-Wert von 2,5 
aufcveist und Poloxamer 407 durch Octoxynol-9 ersetzt wird. Die Mikropartikel 
besitzen eine durchschnittliche GroBe von etwa 0,9 /mi und ein spezifisches Gewicht 
von 0,2 gf cm 3 . Sie werden in 300 ml 5 %iger Mannitol-Losung, die 0,1 % Polysorbat 
20 enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 3 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei die Salzsaure einen pH-Wert von 3,0 
aufweist und Poloxamer 407 durch Cetomacrogol 1200 eisetzt wird. Die 
DurchschnittsgroBe der Mikropartikel betragt 1,5 /mi, ihr spezifisches Gewicht 0,3 
g/cm 3 . Sie werden in 300 ml 5 %iger Mannitol-Losung, die 0,1 % Cetomacrogol 1200 
und 5 % Povidone enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 4 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei Poloxamer 407 durch 5 % Polysorbat 40 
eisetzt wird. Die DurchschnittsgroBe der Mikropartikel betragt 1,0 /mi, ihr spezifisches 
Gewicht 0,4 g/cm 3 . Sie werden in 300 ml 5 %iger Mannitol-Losung, die 1 % 
Macrogolglycerolhydroxystearat enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 5 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei Poloxamer 407 durch 5 % 
Macrogolglycerolhydroxystearat ersetzt wird. Die Partikel sind durchschnittlich 0,9 /mi 
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grofi und haben ein spezifisches Gewicht von 0,3 g/cm 3 . Sie werden in 300 ml 5 %iger 
Mannitol-Losung, die 1 % Macrogolglycerolhydroxystearat und 10 % Propylenglykol 
enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 6 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei Cyanacrylsaurebutylester durch Cyanacryl- 
saureethylester ersetzt wird. Die Mikropartikel haben eine durchschnittliche GroBe von 
1,5 /xm und ein spezifisches Gewicht von 0,2/cm 3 . Sie werden in 300 ml einer 
wassrigen Losung von 1 % Poloxamer 407 und 5 % Glucose aufgenommen. 

Beispiel 7 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei Cyanacrylsaurebutylester durch Cyanacryl- 
saureisopropylester ersetzt wird. Die Mikropartikel haben eine durchschnittliche GroBe 
von 1,3 /an, und ein spezifisches Gewicht von 0,2 g/cm 3 . Sie werden in 300 ml einer 
wassrigen Losung von 1 % Poloxamer 407 und 5 % Mannitol und 10 % Propylenglykol 
aufgenommen. 

Beispiel 8 

3 ml Cyanacrylsaurebutylester werden in 300 ml Salzsaure von pH 2,0, die 1 % 
Poloxamer 407 enthalt, mit einem Dissolver-Mischer 120 Minuten lang dispergiert. Die 
Mikropartikel mit einer durchschnittliche GroBe von 2/rni und einem spezifischen 
Gewicht von 0,1 g/cm 3 werden durch Flotation abgetrennt und in 5 I einer 5 %igen 
Mannitol-Losung, die 1 % Poloxamer 407 und 10 % Propylenglykol enthalt, 
aufgenommen. 

Beispiel 9 

Es wird wie in Beispiel 8 verfahren, wobei Poloxamer 407 durch Octoxynol-9 ersetzt 
und der pH-Wert auf 2,5 eingestellt wird. Die DurchschnittsgroBe der Mikropartikel 
betragt 0,8 /mi, ihr spezifisches Gewicht 0,15 g/cm 3 Sie werden in 5 1 einer 0,9 %igen 
Kochsalzlosung, die 0,1 % Cetomacrogol 1200 enthalt, aufgenommen. 



ERSATZBLATT 



WO 93/25241 



PCT/EP93/00991 



9 

Beispiel 10 

Es wird wie in Beispiel 8 verfahren, wobei Poloxamer 407 durch Cetomacrogol 1200 
ersetzt wird. Die DurchschnittsgroSe der Mirkopartikel betragt 1,8 /an, ihr spezifisches 
Gewicht 0,4 g/cm 3 . Sie werden in 5 1 einer 5 %igen Glucoselosung, die Ceto- 
macrogol 1200 enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 11 

Es wird wie in Beispiel 8 verfahren, wobei Poloxamer 407 durch 5 % Polysorbat 60 
ersetzt wird. Die DurchschnittsgroBe der Mirkopartikel betragt 1,0 / um, ihr spezifisches 
Gewicht 0,4 g/cm 3 . Sie werden in 5 1 einer 5 %igen Mannit-Losung, die 1 % 
Poloxamer 407 und 10 % Propylenglykol enthalt, aufgenommen. 

Beispiel 12 

Die in Beispiel 8, 9, 10 oder 11 hergestellten Partikel werden statt in dort angegebenen 
Losungen in je 5 1 einer 5 %igen Mannitol-Losung, die 0,1 % Cetomacrogol 1200 und 
5 % Povidone enthalt, aufgenommen in 15 ml - Portionen unter kraftigem Schutteln 
eingefroren und gefriergetrocknet. Vor Anwendung wird das Lyophilisat mit Wasser 
fur Injektionszwecke resuspendiert und gegebenenfalls filtriert. 

Beispiel 12a 

Die in Beispiel 8, 9, 10 oder 11 hergestellten Partikel werden statt in dort angegebenen 
Losungen in je 5 1 einer 10 %igen Lactose-Losung, die 0,1 % Cetomacrogol 1200 
enthalt, aufgenommen, in 15 ml - Portionen unter kraftigem Schutteln eingefroren und 
gefriergetrocknet. Vor der Anwendung wird das Lyophilisat mit Wasser fur 
Injektionszwecke resuspendiert und gegebenenfalls filtriert. 

Beispiel 13 

1,0 g hydriertes Sojalecithin werden in 200 ml Glycerol mit einem Dissolver-Mischer 
dispergiert. Zu der Dispersion werden nach 60 Minuten 2,0 g in 10 ml siedendem 
Ethanol gelostes Poly-L-Lactid (mittleres Molekulargewicht 1100) zugetropft. Es wir 
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60 Minuten lang weiter dispergiert. Die entstandenen Mirkopartikel werden bei 1000 
Upm zentrifugiert, der Uberstand in 50 ml Wasser aufgenommen, emeut zentrifugiert 
(1000 Upm), der Uberstand wird in 5 %iger Mannitol-Losung aufgenommen. Diese 
Suspension wird in 10 ml Portionen aufgeteilt und gefiriergetrocknet. Das Lyophilisat 
wird vorAnwendungmit Wasser fur Injektionszwecke resuspendiert. . • 

BeispieI14 

1,0 g Sucrose-Palmitat-Stearat (HLB 15) werden in 200 ml Glycerol mit einem 
Dissover-Mischer dispergiert. In die Dispersion wird nach 30 Minuten 1,0 g in 10 ml 
siedendem Ethanol gelostes Poly-L-Lactid (mittleres Molekulargewicht 1100) 
zugetropft. Es wird 60 Minuten weiterdispergiert. Die entstandenen Mikropartikel 
haben eine durchschnittliche GroBe von 2^n. Sie werden bei 1000 Upm 30 Minuten 
lang zetrimgiert, der Uberstand wid in 50 ml Wasser aufgenommen, emeut zentrifugiert 
(1000 Upm), der Uberstand wird in 50 ml einer 5 %igen Mannitol-Losung 
aufgenommen. Diese Suspension wird in 10 ml-Portionen aufgeteilt und 
gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wird vor Anwendung mit Wasser fur 
Injektionszwecke resuspendiert. 

Beispiel IS 

Einem Hund (11 kg Inhalationsnarkose) werden nach Beispiel 8 hergestellte 
Mikropartikel (250 /xg/ml) in einer Dosis von 300//g/kg Korpergewicht peripher - 
venos mit einer Geschwindigkeit von 0,1 ml/s injiziert. Nach 10 Minuten stellt sich die 
Leber bei der Farbdoppleruntersuchung fiber einen zur Untersuchung ausreichend 
langen Zeitraum homogen farbcodiert dar. 

Beispiel 16 

Man wiederholt Beispiel 15 mit den in den Beispielen 1 bis 7 oder 9 bis 14 hergestellten 
Partikeln. Auch hierbei stellt sich die Leber homogen farbcodiert dar. 
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Beispiel 17 

Einem Kaninchen (3,5 kg, Inhalationsnarkose) werden nach Beispiel 2 hergestellte 
Mikropartikel in einer Dosis von 5 /*g/kg Korpergewicht peripher - venos injiziert. 
Nach 10 Minuten stellt sich die Leber bei der Farbdopplenmtersuchung farbcodiert dar, 
wohingegenTumorbezirke in den gewohnten Grauwerten erscheinen (siehe Abbildung 
1/rechte Bildhalfte). Zum Vergleich wurde auch eine Aufnahme im B-mode unter sonst 
identischen Bedingungen angefertigt (siehe Abbildung 1/linke Bildhalfte). In dieser 
Aufnahme ist eine gleichmaSige Verschattung der Leber zu erkennen, eine Abgrenzung 
der Tumorareale ist nicht mehr moglich. 

Beispiel 18 

4 g Terephthalsauredichlorid werden in 20 ml Cyclohexan gelost und in 500 ml 3 
%iger Natriumcarbonatlosung, die 1 % Poloxamer 407 enthalt, mit einem 
Propellerruhrer emulgiert. Nach Zusatz von 600 mg L-Lysin, in 50 ml 1 %iger 
Poloxamer 407 - Losung gelost, werden die Kapseln mit einer durchschnittlichen GroBe 
von 30 /xm abzentrifugiert, in einer zur Injektion geeigneten Hussigkeit resuspendiert, 
eingefroren und gefriergetrocknet. Nach Resuspendierung dieser Zubereitung mit Aq. 
pro inj. liegt eine Suspension gasgefullter, ca. 30 /an groBer Kapseln vor. 

Beispiel 19 

6 g Humanalbumin werden in 30 ml Aqua dest. gelost und 3 Minuten mit einem Rotor- 
Stator-Dispergiergerat bei 20.000 Upm behandelt. Unter Weiterruhren werden 150 ml 
einer 2 % Span® 85 enthaltenden Losung von 1 Teil Chloroform und 4 Teilen 
Cyclohexan zugefugt. Nach 1 Minute werden 2 g Terephthalsauredichlorid in 20 ml des 
organischen Losungsmittels zugesetzt und nur noch mit einem Magnetruhrer weiterge- 
ruhrt. 

Nach 30 Minuten werden die flottierenden Kapseln abzentrifugiert und anschlieBend 
mit isotoner Kochsalzlosung gewaschen. Es ergibt sich eine Suspension etwa 30 ftm 
groBer, gasgefullter Kapseln. 
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Beispiel 20 

200 ml 5 %ige Gelatinelosung von 60 °C und pH 4,5 werden 3 Minuten mit einem 
Rotor-Stator-Dispergiergerat bei 20.000 Upm behandelt. Unter standigem Ruhren 
werden 200 ml 5 %ige Gummi-Arabicum-Losung zugeffigt und der Ansatz auf 5 °C 
abgekiihlt. Nach 2 Stunden werden 50 ml 3 %ige Glutaraldehydlosung zugefugt und der 
pH-Wert auf 8,5 eingestellt. Die flottierenden Kapseln mit einer GroBe von 20-50 /mi 
werden abzentrifugiert und mehrmals mit isotoner Kochsalzlosung, die 0,1 % 
Poloxamer 188 enthalt, gewaschen. 

Beispiel 21 

Eine Losung aus 99,5 g Wasser und 0,5 g Poloxamer 407 wird mit 1 N Salzsaure auf 
pH 2,4 eingestellt. Zu dieser Losung wird unter Ruhren ( 4000 Upm) 1,0 g 
Cyanacrylsaurebutylester gegeben und 60 Minuten lang weitergeruhrt. Die erhaltene 
Suspension wird neutralisiert, die gasgefullten Kapseln mit einer GroBe von ca. 30-100 
fxm werden durch Zentrifiigation abgetrennt und in einer zur Applikation geeigneten 
Fliissigkeit resuspendiert. 

Beispiel 22 

Einem 10 kg schweren narkotisierten Beagle-Hund werden fiber eine Schiundsonde 30 
ml einer Suspension von gasgefullten Mikropartikeln appliziert, die nach Beispiel 20 
hergestellt wurden. Die Konzentration betragt 1 mg/ml Suspension. Unmittelbar nach 
Applikation wird der Magen mit einem Farbdoppler-Ultraschallgerat untersucht. Das 
Lumen stellt sich ferbig dar (Abb. 2). 30 Minuten spater ist der Dunndarm ebenfalls 
markiert (Abb. 3). 

Beispiel 23 

Einem in Narkose liegenden Beagle-Hund werden iiber einen Blasenkatheter in die 
flussgkeitsgefullte Harnblase 3 ml von nach Beispiel 19 hergestellten Mikrokapseln 
Konz. 10 9 Partikel/ml appliziert. In Abb. 4 ist der Effekt vor und nach 
Kontrastmittelgabe im Farbdopplermode dargestellt. 



ERSATZBLATT 



WO 93/25241 



13 



PCT/EP93/00991 



PATENTANSPRUCHE 

1. Verwendung von gas- oder flussigkeitsgefullten Mikrokapseln als 
Ultraschallkontrastmittel zur Kontrastierung von Korperregionen in denen im 
wesentlichen keine Bewegung der Mikrokapseln zu beobachten ist, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Untersuchung mit der" Farbdoppler-Sonographie 
durchgefuhrt wird. 

2. Verwendung von Mitteln nach Anspruch 1 enthaltend gas- oder flussigkeitsgefullte 
Mikrokapseln auf Basis von Polycyanacrylaten oder biologisch abbaubaren 
Polyestera von a-, p- odery-Hydroxycarbonsauren. 

3. Verwendung von Mitteln nach Ansproch 1 enthaltend gas- oder flussigkeitsgefullte 
Mikrokapseln auf der Basis von biologisch abbaubaren Polymeren, die aus 
polymerisierbaren Aldehyden aufgebaut sind, die gewunschtenfalls zur 
Copolymerisation fahige Zusatze und/oder Crosslinker, gegebenenfalls Tenside oder 
Tensidgemische, Kopplungsagentien sowie gegebenenfalls uber diese 
Kopplungsagenzienen gebundene Bio- oder Makromolekule enthalten. 

4. Verwendung von Mitteln nach Anspruch 1 enthaltend gasgefullte Mikrokapseln auf 
der Basis von Gelatine. 

5. Verwendung von Mitteln nach Anspruch 1 enthaltend gasgefullte Mikrokapseln auf 
der Basis von teilweise denaturierten Proteinen. 

6. Verwendung von Mitteln gemaB Anspruch 5 enthaltend als teilweise denaturiertes 
Protein denaturiertes Albumin oder denaturiertes humanes Serumalbumin. 

7. Veiwendung von Mitteln gemaB Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die untersuchte Korperregion zum retikuloendothelialen System gehort. 

8. Verwendung von Mitteln gemaB Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die untersuchte Korperregion das Myocard ist. 
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9. Verwendung von Mitteln gemaB Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
die untersuchte Korperregion der Gastrointestinaltrakt ist. 

10. Verwendung von Mitteln gemaB Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die untersuchte Korperregion das Lymphsystem, die Leber oder die Milz ist. 

Hi Verwendung von Mitteln gemaB Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Mittel in einer Menge verabreicht wird, die 10 7 bis 10 10 Mikrokapseln pro 
kg im zu untersuchenden Gewebe ergibt. 
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